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Gewinnung und Kultivierung transformierter Zellen und Herstellung gegen sie gerichteter 
Antikorper. 

■{\> Es wird em Verfahren beschrieben. mit dom es auf ungefahrliche Weise ohne Zusatz von Chemikalien Oder 
sonstigen Hilfsnmtteln moglich ist. aus emern tebenden Individuum transformierte Zeiten und gegen tumorspezifi- 
sche Antigene auf diesen transformierten Zellen gerichtete individuumspezifische polyklonale Oder monoklonale 
Antikorper fur diagnostische und therapeutische Zwecke zu gewinnen 
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Die Erfmaang t; ot r ! f f t em Ver'abmm zur Gew-n^ung tr ans f au 'Tier ter Ze'ien aus zom Bk.tstr c nn eires 
rnenscnuchen Oder ti en sen en Individuems. em Verfahron zur Kutivierung der so gewon.nenen Ze^en und 
die Herstellung von gegen diese ZeUen genchteten monoklonalen Antikorpern. 

'J be" die Bedeuteng von im Blutsmom z-rkuherenden transform 'erten Zellen fur die Ausbildung von 
Metastasen cer-chtet A J Salsbur/ m "Sigrm cance c* Circulating Cancer Cells". William Heinemann 
Medical Books. New Aspects of Breast Cancer, Bd. 3. S. 245ff. 1977. daft diese im Blutstrom zirkuherenden 
K.rocszeHen \n c nem- Zoitraum las z-j 5 - 6 St u mien each ihzer F'rasetzung - z.B. da rah bestimmte operative 
„ :: "•m-amezsmo Va.d <-ar^ t - L -r - a ^;r-o Mr ta: di-a ammour <: r m.m Das V ; r mammas-'^ za'mmr 
Monger ar Kieosze e r aile'n gen-Jgt n-;c n:hi f> aas Ai.br eten von Me- as tase r die Kroosze'ien mldlten 
z^e.-Si -:en ■■. as * uiadvi ■ Bereicr ,-er asse- n Dervoon a ;k: die Vof wenaung -.on Mi tie in v^tgescraagen. a=e 
e-memoi's die AustiMung ven Th rem ben a.« Aa -gangsc-unKe fbr die Meta f.tasonoildung aus dem B'utstrom 
i ,erhindt rn uud ance; e- seds die rriai gnen Zelier. aotcten so Hen 

N- -ume Fikt-nntn f se 'P.M. Gudne. Dey Oneo- . 49. ; _> 5 1 -27 l d986d legen ,edocn oahe. dai3 zirkmierem 
oe Tumoizei un ;n c-'.r meis ton Fa em oe-eits arije i:e^)i dor Pnmartum jr k in sen nachgowiesen werden 
t*anr\ =tn Biuts'mm auft*'Oter\ Ai.ch A'onn " nt alio d-c sor t-'ansfornme r ten Zo^ en zji Ausi:' su ng von 
Metas'ason in der L. : ge smd. >st es eno-dot !n:.n de Aus; miturg von zirku le-oneon Tumerzollon and damit 
das Me tastasonwacr f.uin so frbh wie m eg - ich zu bev amipfem Der Grand, war urn bis lang noon k em-e 
eirdeet;ge Keirelat-m- zwischen der Anz ih aansfonmedc i Z* ? ! « m peupr oron Bat an._1 der Ausmsenq dor 
r.letas'.aionbildL.'^-g a>.r gosdo it we* con kc nr-te. egt zu o con g s ' : ; !en Toil m ::er Schwiengkeit des Nachwea- 
::es "or va° E'C'i'mie'* a Zemm im Bddst* >m 

Fe r * e:r if t t:eka r "m. ei ea\ j3 sc^en pm dbi c hen D agn Ds-.-vorfan'on. aio Aotasten des so.i nen Tamers, era 
risbesonce-re coi t: m; i: 'isehon anc :oera*ivon E' ;-"griffei ■ die F- o. rc tz..n-;j trans'^vmieiter TL-morzoMon ..leiitlich 
erhsht w = rci. .\a; zu oner versta<Meo Mctastase- bildung Or on ^ann 

Daf MetastuS-er ifgs- Verhaite-n vc-n s«: hcion Tumo-er- ;n das Lympn- ir^j Oder Kre-slauf-Systern n nesn 
lit oi E ,_ »-r i" :iv? °u* a 0' : rff-aten Blutaef 3 3c t oei Of. e ; ,:t' inc:*"i studied war den. Zirku'ierenoe Tumor zelieT^ 
:va:;rT stisc :oc-f ;;a- thr rafieuti^c^ rrAOit^arom U'- ; an :j *.arden ^at:o- r 1 o r t gewennon Das Metasta- 
:i <erung - - Vod\?.i:on *.;•■•! soic.Jen T ..r^^cr «:■■ i n oei' Kreis aid -ie : sish dahei rau m Tiervor$..chon Oder beim 
Menszh'-vi -a;r ;: os r mc *ai dur-.:Ti den Patn-:) z Cjon Lintersucnen 

Mar kennt -jine Rovhe von Ve-rfabre'a 'ransfarmier *e Zc--le""i aus de?m B'ut zu g ewmn en: obornisohe odor 
«: rvym r.*isc L yse / n,c h:-tra"srcr m or te:n Zel en. i:-c se n on . r~ gte Sedimentation rctei Blat^eiiera Flota- 
:ons- Zor dr tu'.jatic i - magneafLnc Tr eon ^erfanr or ,..^v :sie^o _ \ a • 'd bei J. A. Filming \_,r c 

W S'-. diarra d Chn sal PathC'gy. 2(3 U5-151 i i l )n> " unc J. T West .^o R.Hume. P'Ogress n 

Cimica F^a'JieHogy. Ba d. Kap.11. 362-382 (1970)) Di." t:-: r anntcn Me*- ~men f.lmren meist ma zu /a "\ ;• 
Ausb'au'C'n una" zeiQ--r ; auc h insoesc)rvlr--t-> do-"! MariQ(d ■■* r : r^tmht ••"^a^'oiloo konntn o>no fta.'^S 1 ' - 
mierte dalle aus ae-a pc-Mphoren Km •. .\ u f zum ZeitcunKt ihrcr Gewmr^ung vit^i- wa*' odor n\rh\ Trotzce.-n 
v.'iro i: ; I^OLit-:, auf dimeo Met he ci en .m- r i^oa'i suiLa:kge.a tfc:*^. 

Ti ansfra raedo Zellen lasser si rh dc^nrach mit a nor Dichtegradienten-Zentnfugatiom w:e sie z.B 
..b :-;hor A^o sc- z jr is lierunsj von L y ''°or czyton n eir^ : m F-o dl- Snko r-cac Alburningra<'lienton e-ingosetzt 
wird. jewirint;;n. Hreear sm<:i ..odeen grc3e Biutmengen ■ rt.^rdc-d eh. was ;ui den Patienten sehr beaastend 
ist. For i 'Or i st auch aotz ernes hohen apparati-.en Aufwands :lie Ausbeuie aufgfunij dor gormgon Anzahl 
t 'acs Vi "^erd' Zel e^ die zueo-^ d;.rch aas ko^vcnti 'mi i\>: z'a'drifugatiormvarfai'"ori 'oicht bescnjidigt u f "d 
\erun-'0'''igt Aerden au.3e''St mecng. Dahor ist eo Die fvegradien ten- Zen tafugatrons vorfahron r outmem a.: g 
zur G-'; a irma.n ^rsav-rar Mengc von tm.ns f arm -jr'en Ze on 'aeat emsotzb a Eine Rackfdhrung der- llbrigen 
B ! u t b c a; ! a n ( :1 a : 1 1 e *v i e Plasma and m to B i a t k a i p >i r c h e r a ■ ' . e r t P a 1 1 e n t e n \: t a u f g r u r. d d c r Vo r a r r e i r \ q \._, n q e n 
ciurch Gr acieoernraio' lal [ ni" u ad • .'acta diaxafehrba' Fi. ou^; klmisone Anwendung am Patienten sind die 
Zentrif U' jatic-n =verfahrc n n naht geeignet 

Es cxistiert sonat bis rang kern ei' *jrcnzu f u' "r^des una ooroouzi er bares Vorfanren. das os 

c-bauet au f mcht oh-mr"gische Weise ev*; m oe-" :y H reisia-. . f k.d<ererde trans ; or mierte metasta- 

sierto Z-aler" 1 zu orkc'" en, z-.j goAmnera a. ;a.3erha b as K: : rce'a , <i It. /soron and f.'jr Untcrsuohungen 
and an-::c:re- Anwen Ilz" :jen we f or emzus-ftz- 

Do i Erfindung ic g* dahor die A jfgahe zugronce . e.n V.jafafif en zur Vor'Cg ung zu stellon. mit '.lorn os auf 
emfache and engef "dalioho Weise -n i-urzer Zeh m:g-ioh ist aus e-ra: ; m menschhehen odc;r tieriscnen 
Individuijm im Blutsti Dm zirku-serende transformierte Zellen za geAinnon 

Dam it verbunco'' • st To Aufgaoo. die so gewonnonon Ze-ien ° H.u tiw zu vermeh-'on ocia gegeri 
Antigene auf ihrer 'dberflaehe gerichtt-te Antiks-'oer h. -rzustellen. d:0 .tar r^ f^r diagnostisohe jnd Oder 
therapoutische Zwecke emgesetzt werden kornen. 

Die? Erfmdung tieruht auf der Erienntns. dai3 bet der AuftrenrHjng von Vollblut m einer hierzu 
geeigneten Apheresc-Vorncht.ung vitale transfonmerte Zellen in emer Fraktion angereiehert werden. die 
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gegebenfalls noch Leukozyten und oder Lymphozyten enthalt. 

Die Aufgabe wird somit gelost durch ein Verfahren zur Isolierung und Kultivierung von im Blutstrom 
eines Individuums zirkulierenden transfornnierten Zellen, indem man dem Blut mit emer zur Auftrennung in 
die Biutbestandteile geeigneten Apherese-Vorrichtung eine mit den transfornnierten Zellen angereicherte 
5 Fraktion, die ggf noch Loukozyten und oder Lymphozyten enthalt, entnimmt und die transfornnierten Zellen 
vermehrt. 

Zur Herstellung der individuumspezifischen. gegen Tumorantigene gerichteten Antikorper bringt man 
die kuitivierten transformierten Zellen mit B-Lymphozyten in Kontakt, um die Produktion von gegen 
Tumorantigene auf den transformierten Zellen gerichteten Antikorpern zu stimulieren, immortalisiert, ver- 
70 mehrt und selektiert die stimulierten B-Lymphozyten und isoliert und reinigt die Antikorper aus der 
im mortal isierten B-Lymphozytenkultur . Die so gewonnenen Antikorper konnen polyklonai oder bevorzugt 
monoklonal sein. 

Der Organismus ware prinzipiell in der Lage, das "Arneimittel", d h. die Antikcrper, mit seinem 
Immunsystem selbst herzusteilen Die Zahl der im Blutstrom zirkulierenden transformierten Zellen. und 
15 damit die Zahl der entsprechenden Antigone, ist jedoch gerade im fur die Diagnostik und Therapie 
wichtigen Fruhstadium im allgemeinen viel zu gering, um eine ausreichende Immunantwort auslosen zu 
konnen. Das erfmdungsgemaBe Verfahren erlaubt dagegen die Ber eitstelfung emer gtoBen Menge an 
tumorspezifischen Anttgenen m Form emer Kultur der transformierten Zellen, die sich beliebig vermehren 
l3(3t. 

?o Zur Auftrennung des Blutes in seine Bestandteile verwendet man erne hierzu geeignete Vorrichtung, wie 

sie bei den sogenannten Apherese-Verfahren eingesetzt wird. Im Gegensatz zu den ublichen Auftrennver- 
fanren. wo eine gr': ftere Menge Vollblut dem Patienten entnommen und mit einer Zentrifuge m Fraktionen 
aufgetronnt wird, ist beim Apherese-Ver'ahren die Auftrennvorrichtung uber Leitungen direkt mit dem 
Blutstrom des Patienten verbunden, ihneit also vorn Prinzip her eher emem Diaiyse-Verfahren. Auf diese 
Weise wad es mc'glich. das dem Patienten entnornmene Blut aufzutrennen, die gewunschte Fraktion 
abzutrennen und die- ubrigen Biutbestandteile dem Patienten sofort wieder zuruckzugeben. Apherese- 
Vorfahren erlauben somit die guasikontmuierhehe Entnahme von bestimmten Blutfraktionen in hohen 
Mengen. ohne den Patienten zu belasten. So spricht man bei der apheretischen Sammlung von Blutplasma 
von "Plasmapherese". bei der Sammlung von Leukozyten von "Leukapherese" usw. (US-Patent 5 112 298. 

:•<) US-Patent 5 147 290). 

Bisher war mar der Annahme. daB die an s<ch bekarnten Apherese-Verfahren nur fur die Auftrennung 
von im Kreislauf ohnehm standig peripher zirkulierenden weifien Blutkorperchen und ancteren. in relativ 
groBen Mengen vorhandenen Blutbestandteilen geeignet seien. Die Erfmder haben nun uberraschenderwei- 
se festgestellt. daB sich auch die abgesiedeiten transformierten Zellen eines Pnmartumors in emer 

:-f> testirnmten Zellfraktion anroichern. 

Die Auftrennung dei Biutbestandteile erfolgt vorteilhaft in emer Zentrifuge mit oinem rotierenden 
Behalter, wie sie ubhcherweise auch zur apheretisc hen Lymphozytenseparation vom Blutplasma, von den 
Erythrozyten und anderen Blutbestandteilen ohne chemischen Dichtegradienton und anschheBender Anrei- 
cherung verwendet wird {z B. Haemonetics V50-1 (sogenannte "Latham-Bowl"), hergestellt von Haemone- 

■M) ties. Inc.. USA) Die Zentrifuge selbst hat em Fassungsvermcgen von ca. 100 bis 200 ml Blut.. 

Solche Zentrifugen wurden bislang msbesondere in einem V<- rfahren zur Verminderung der Lymphozy- 
tenpopulation bei Patienten mit Lymphozytenleukamie m Kombmation mit einem e/lrakorporalen Bestrah- 
lungsverfahren eingesetzt (EP-A 30358). Hierzu wird dem Patienten Blut entnommen und dieses in 
Gegenwart emer hchtreaktiven chemischen Verbindung, wie z.B. einem Psoralenderivat, das zuvor oral 
verabreicht oder nach der Entnahme dem Blut zugegeben wurde, mit UV-Licht bestrahlt. Das Psoralen 
mterkaheit mit der DNA det Zellen und vermag nach Lichtaktiviening mit der DNA zu reagieren und dabei 
Onkogene auszuschalten AnschheBend fuhrt man das bestrahlte Blut dem Patienten wieder zu. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermcglicht. nur die Fraktion mit den darm angeroicherten transfor- 
mierten Zellen und den ggf. noch enthaitenen Leukozyten und oder Lymphozyten schonend aus dem Blut 

t-o abzutrennen. die ubrigen Biutbestandteile werden dem Patienten wieder zuruckgegebon. Bevorzugt ge- 
sohieht dies kontinuierlic h in einem Arbeitsgang. Auf diese Weise wtrd die Bclastung des Patienten so 
gering wie mdghch gehalten. andererseits gelingt es, m kurzer Zeit aosroicher-de Mengen an transformier- 
ten Krebf zellen zu isolieren, die dann entsprechend weiterverarbeitet werden konnen. 

Vot der Blutzufuhrung wird die Zentrifuge- mit emer pharmazoutisch annehmbaren isutonischen Losung 

55 gefullt. die mit einem gennnungshemmenden MitteL z B. Heparin versetzt ist, ubhcherweise reichen hierfur 
1000 bis 2000 Einheiten aus. Fur die Separation von transformierten Zellen aus dem Blutstrom kennen uber 
omen geeigneten. am Zentrifugenausgang angebrachten Bypass-Mechamsmus beliebig viele weiBe Blutkor- 
perchen mit darunter vermischten transformierten Zellen entnommen wurden, wobei der Fachmann ohne 
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Adteres m der bage ist. die beukozyter'mHien zu denvfiz-eren 

Bo i Erscnemon emer /vei3en Banoe. die sich aeutlich von den rcten Erythrczyten abhebt. Aird de r Bypass 
der Zentrifuge geoffnet und ca. 40 ml der weii3en Blutkcrperchen bei emer Zentrifuge mit einem 

Fassongsvermcgen von 120 ml ertnommen. Die rcten Biutkr rcerchen. das Plasma und die anderen 
B'LJtt estanotere Aeroen dem Kemer .vieoer zuruckgegeoen. 

Die mit den transformierten Zeilen angereicherte Fraktion. die ggf. noch Leukozyten una Oder Lympho- 

zyter erthai* nnn fcigenaer kurz "Zedfrakde n " gerannt) Arc in erne kulturi : sung ^borfdhr: Zur Kultur -rior 
d arm Ka mdTtem Ze or karr //-JOS Bas iSze : .Kztur irO';!i i m omjeserzt /vcroen. woieros erne Kc nlor :f :off- ur'-d 
Stick stoffcue le sowie weitere notwe n dige anorganisohe L.nd engarasche Bestandteile. wie Vtamme. Ammr- 
sauiem una Spu'oreiomonte ontnad Bevomugt smc ranoeidddierc Modiem. .vie zB RPMi 1 640-Moe:iur . 
ggf. 'T"i ■ t em-'-m SuDp ; ement .vie f : taiem Kaiber serum ergs rut. Die Kuiturbedmgimgen weaen ,% acn den 
Hersteiierangaben emgesteilt Jblicnerweise werden Sta.ncar-.it: eomgur g-; n ,on 5 "o CO.. 37 : C ..r,d 95 ~d 
Luftf-"-uohtigkO't ver weodet. 

Be i k emem Pr mar: urn jr der m : g:ic no* weise seibs* rc-rn gar mart Jiagne st ziert •: aer okahsict A'urclo 
Oder >.->zf neon rr. Stadium .m- a*er Me f astase°b loimg r. e f .n ;iet. jTKuheton mv aZj3ors: ger nge Me^gem a*" 
tians for mod- :n Zeder m Blm Die Z^.gat:e von ma>: reiphagen-mhibier*; ndom Peptic ear Zti-frakren vor hj^- 
eiert. daf:- m de r ' Zei frakden die .veni;jen trace f c= t m-er : en Ze lien jegenuber com gro,:en oor e: hu3 an 
Lyrnphozyten di.rcn Macrophages zerst jit werden. Zizsatzlicn hemmt der Zusatz von B- ,md T-ze'lenspez:- 
fischen Antikrrpcn (CD-8-. CD-25-. Imer ie< jkin- und Intederenspozifisene Antikz'-per) do Vermel'; Ling der 
Lvmohezy to-' d-e sob io:3 1 ten ac-s^rron. d e' boh an r te Zel sorting-Vorfah? en kznren aitornat'v :i o Louke - 
zyten Lymmoozydm und andere s::ren;ie Ze : en aus oer Zeimakti :w argetrennt Aerden. Do Ansatzo 
• • r."^ auf MicoMvi: o : afer vereit md: schem oaen da .or Tagor one die K.c~e der vansfe - rmei km 
Ze lien gut dehaear Die transfer m.e* to ° .'ellen .ass cm sieh ai/cmr d ihror Me -ohcic^io z-irvn-utig '-'o" 
evor" :i..cdi ncoh A^handenen byrrod" ozy *.en ante r e:cnc :ido-n '-'"-d anvj c solo start- ^e ,% Pr ar tL.r'*'or jolien. 
Nacb ea emer We oho stoh-CM^ bore it: gom.^; *.r ar" s'oirrne'te Zo'len die ar^senhe ior^ce irrm jni ^id-rung zi.r 
V'e i f 1 .(]i,rg F^ir o-ine Vc won dung e.j 3 ron :t:atercn Zoepu*^* ^er^ne.r' >1:e; Klono a job ^errgt iw (O ci .voi Ion 

Die- Kreosze He n nnon dorr Keroe-f ".n rri ?dif-^ier:er '"le f t-pathog»E-nor For m a ; s ImmunotjC n wiode-r 
jijge^ihrd w-^den H'erfu' ;B ise ierte Men'ib' an-n't^ t cr-en . lie; noc^ die Tumetr ::rT:igene tragen 

vor'Aendot ■Aerden Hioreu Ard -^r die t en Antigonen em anderer F* or'nidorcjan'smi js. : B Maus. hanirchon 
0-cer Zic^e. : i de r audi dor^L bo L'rgar^ som.js. aus com mar '"tie Antidote :.je^vdrner r^a' .m'r'uniS'OM Die 
r^ael" 'Joijr^e-n, M.eddeer^ • je ete l d" ;>;> ;k of:a:<;fi iO m ;-\:k 'd^a.t.-n A r ' ; 1 k '.; r e: • ■ r k: f" r r C! agnoedK 

■:cer Thcrape; v-;r a : o"" «:iet Aer ;:en 

«.iema,'3 emer- be/ jrz'jg*en AusfJ nr.. .f g storm lor Edmcurg .ve-'dor die kui^ / erter Kieos^o 'on daou 
benutor aus de-'^r olt: e^n O'Ciari'smj:: 1 so-i : c to- B-Lymoh ?zyte ' zu stimu: e.-ion. Vorioilhatt [.•<:■ r ' man sioh 

• ^ hiert.-ei der :.iDger\inrton vitn.dlmmuni 5 or ur:g 01 . m . die:- B-bv^;.)noey lor werden aehetnalb e*e s Keepers mil 
eien v arsforrTiici ton Zoilen m einem ge-e-icjneton Mod um m H.ontakt. gobracht. Aus don so etirm.. ierton B- 
Lymphozyten stent man Hybndc ma-Zel'k!ene her. -die zur ::)ormanenten Sokretton von Arrke r fjcm -n der 
bage smd. rj.. ;( , >■ d c - r Hvbridoma-Tecl'nik 1st a-.r: h :no Ir^nr^ e rtal'Sieri r ;; dor B-L /mofiozy t^r mit Epstem- 
Barr-Viren n :gl cm Die Frfm-durg o ce* -.om-t aai k~ r p-d e-ge r o mmur r ystem m :.echn sc*- kon:r.;.-i icbarer 

; Woise- na:h 

In emer Au -;f '.mr 1 , n.~j$fr>rrr\ dor Emrd-mg we-n':en do mtur verr^ o^rte n rv * a!*gr e r Zo-^or eu e-mem 
gegt-benem Zeitpunkt. jedoo^ vorzog =weise- m:ghchst frun '--ach lo\ Eintnahme d.r riaeri oa. 8 bis 10 
Tagcn. mit ^erfdefegenen B-bymphozyter- des P.ati orite n m r.ontakt. goidaeht. Na:o>dr f> die isoher'ung 
der B-Lyrnpnozvton our e-twa 50 ml Blut nc-twendig smc. k : :*v^en s-e aueh ekireh Zentr fu:jation von VoMblut 
in einem Die htegradienten, z.B eir:em Fto o-Mqr adienten. isohort werde-rv Die; Entnahme der B-Lyrrphozyten 
er'olgt jedoi n vodorhaft mit der or findongsgemafi vorwendeten Auftr er^nvor nchtung al s Lymphozyten- 
Apherese. Besondem bevorzugt werden do Vor fahrensehntte. d.h. die- Aniegung :or KrebszeMenkuitur ur-d 
die isolie^ung do- B-Lymohozytem. se> ?.ufe madder aljgestimrrt. dae: f ine m vtro-immur is«e runq zu omem 
m:g-ichst fri.meri Zestpunkt nach de-r Ze-ien'nahme d h. nacl" :a 8 b>5 10 Tagen. - : -m gen ^-ann 

Fi> cie m vitro-im munisieriing kann y-r- rjesamte Zo ifra-.non ver wer v det werden cT- jnd B-Lymonozv- 
ten). da nur die stim uliertor B-Lv mphozven <j\e Ant^ : rpe-r sezer menm. we-bei die ZsHifraktior"! Ljnd d-o 
trans-fornnierten Zeilen in einem Verhaitms oozoejen auf die Anzahi 'de r ' ZeMen. bevorzug* von 100:1 ids 1 1 
uid;1 cesenders bevor zugt im Verhaltms von ca. 10:1 einge-se-tzt wercorr Dureh Zugabe ven Inte r -leukmc n 
wie IL-2. IL-4. IL-5. IL-6 und gamma-lrt=jr for on wtrd die Stimulierjng dor artik e rpe-rbildondon Zeile n 
■^s begunsttgt. Die Konzentration dieser Hilfsstcffe im Immunisierungsarsatz betragt jewei s 0.1 bis 10 mM. 
bevorzug; ca. 1 mM 

Zur unbegrenzten Vermehrung mbssen die stmiui : erter" B-bymp hozyten im-mortahsiert werden. Die s 
kann bevorzugt dureh Transformation dor B-Lymphoz /ten mit Epstem-Barr-Viron. analog dem Verfardon wie 
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in der deutschen Patentsc hnft DE 39 28 769 C2 beschrieben, geschehen. Besonders bevorzugt zur 
Produktion groBer Antikorpemnengen ist die HersteSiung einer Hybridomakultur. Fur die Fusion mil den B- 
Lymphozyten werden je nach Spenderorganismus spezienspezifische Myelomazellen verwendet. Beim 
Menschen hat sich die Myelomazeilinie U-266 fur diesen Zweck besonders bewahrt. Die B-Lymphozyten 
5 werden mit den Myelomazellen in dem optimalen Verhaitnis von 1:1 vereinigt. Zur Unterstutzung der 
Zellfusion konnen Hilfsstoffe wie Polyethylenglycol zugesetzt werden. AnschlieGend wird der Ansatz zur 
Selektion auf Hybridomaklone auf Microtiterplatten ausgesat und der Kulturuberstand nach Antikorpern 
getestet. Die Kulturbedingungen smd wie fur Hybridomakulturen ublich. 

Durch Epitop-Screening werden Hybridomaklone seiektiert, die verschiedene antigene Determinanten 
w auf der Oberfiache der transforrmerten Zell etkennen, und die Spezifitat der Antikorper verifiziert Die auf 
diese Weise erhaltenen Hybridomazeilinien konnen zur Gewinnung von Antikorpern weiter vermehrt 
und, oder fur eine spate re Verwendung eingefroren werden. 

Die Antikorper werden nach konventionellen Verfahren aus dem Kulturuberstand isoliert und mit 
ublichen Proteinreinigungs-Methoden wie Ammomumsulfatfallung, Gelc hromatographie, lonenaustausch- 
75 Chromatographic. Affinitatschromatographie und- Oder FPLC und elektrophoretischen Verfahien moglichst 
bis zur Homogenitat gereinigt. 

Die otrakorporale m vitro-lmmunisierung erfolgt ohne Passagen in Fremdorganismen und Isefert groGe 
Mengen an Antikorpern, die fur den speziellen Tumor aus dem Spendorindividuum spezifisch und sornit zur 
Verwendung fur seine Diagnose und seme Bekampfung in diesem speziellen Individuum optimal geeignet 
20 sind Andererseits starnmen die Antikorper aus B-Lymphozyten. die ebenfalls demselben Individuum 
entnommen wurden. Diese Antikorper smd daher. obgleioh au3erhalb des Kcrpers hergestellt. "koipereige- 
ne" Proteine. die nach Apphzierung im Organismus kerne gegen sie gerichtete Immunantwort auslosen. was 
sonst zu fhrem raschen Abbau und damit zu omer verringerten therapoutischen Wirksamkeit fJhren kcnnte. 

Die naeh dem erfindungsgemafien Verfahren horgestellten Antikorper urnfassen alle Subklassen wie 
25 IgG. IgM und IgE. bevorzugt smd Antikorper vom igG-Typ Die Antikorper konnen ferner chemisch Oder 
onzymatisch rnocMiziert werden. solange ihro physioiogische Aktivitat. d h Erke-nnung und Bmdung an die 
kebszeliem-spozifisehe antigene Determinants, erhalton bleibt. 

An die Antikz'per kcnnen nach dem konventionellen Glutaraldehyo-Verfahren immunto me, wie zB 
Ricin Oder Diphtherie-Tonn gekoppeit werden. Ferner kinnen die Antikorper mit tadioaktiven Sut stanzen. 
so z.B. 1 ^ J C'.ier Mar kerenzymen fur einen RIA oder ELISA markiert wet don 

in einer bevorzugten Ausfuhrungoform werden die Artikorpe- ohne weitere Modif=katic nen zur Hersto!- 
lung emes Arzneimittels verwendet. wobei in einer pharmazeutisc nen Zusammensetzung eine Oder mehrere 
monoklonale Antikorperarten. die jeweils gegen em bes'mnmtes Epitop genchtet smd enthalten sem 
konnen, 

35 Nach Verabieiohung an einen Patienten smd sie in der Lage. an abgesiedelte Tumor zelien zu bmden 

und auf diese Weise Macrophagen oder kcrpereigeno h.iilerzellen anzulocken, die dann ihrerseits die 
K r e b s ze 1 1 e n -or s to r e n 

Die Antikz'rper werden in einer pharmazeutisch anne^mbaren Fcrmuherung zusammen mit hierfur 
ublichen Tragern. Verdunnern. Stabihsatoren und gegebonenfails. weiieren Hil'stoffen dem Patienten verab- 

40 teicht Das Arzneimittel kann in jeder geeigneten Formuherung, t < -yorzugt in Form einer intravenoson. 
mtrarriuskuiir ocier subkutan mj'Zierbaren Lb sung voriiegen Besonders bevorzugt werden die Antikorper 
nach ihr er Gewinnung Ivophilisiert und in emer Einheitsdcsis m Ampul'en gefullt unci versiegelt Kurz vor der 
Verwendung werden Antikorper mit einer fur die Injektion g> eigne ten T'rager to sung gel.st 'Oder suspendiert 
Die Tragerlbsung, ublicherweise erne sterile, gepufferte waRnge Loojrg. kann in eine^r eigenen AmpuMe 

45 zusammen mit den lyophiiisierten Antikorpern in einer Arzneimittelcackung beigegeben sem. Der behan- 
delndo Arzt wild hierbei je nach Alter und Zustand des Pc'idte n. n.ier Art des Tumors und Schwere der 
Erkrankung eine geeignete Dosierung und Verabreio hungsfc i m wahitm 

Fijr die Herstellung ernes Arzeimittels zur Tumorbehand'ung K (1 rr u ;h bevorzugt die Eigenscraft ernes 
Antikcrpers ausgenutzt werden, hochspezifisch sem entsioror > o a- • ;,-.-> zu erkennen und daran zu 

so bmden. Em Wirkstoff der mit dem Antikorper in geeigne'et W< ■ 1 • : • o m f-'> die Antigenerken- 

nung wicht<gen Bererch. kovalent verburiden ist, lafit sich somii . >i a- . ■; . f als Transportvehikei direkt an 
■Jen gewunschten Wnkort transportieren, urn nur dort ur d nicht * ;• . ' n m (jigai ismus verkiit seme 
Wirkung zu entfalten. Durch Ankoppelung von Immuntc xmon. z B ^ -U^ RadiOtherapeutika an diese 
Antiko rper nach an sich bekannten Verfahien konnen somit die r -i^ •. -.-n j.'rotort werden. 

55 Durch Verabreichung dieser modifizierten und oder mohtmoOifio ■ M- n Anti-.orper konnen Tumorzellen 

orfaBt und zersti'rt werden, die am Endothel angeheftet waren. Fonn r eriaubt dieses Verfahren auch die 
Zerstorung eventueM nicht operabler solidei Tumeranteile odor des gusamten solide»i Tumors, wie auch 
bereits gebildeter Metastasen. Nach oporativon Eingriffen konnen Ant^orpergaben uber einen entsprecht-n- 
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::en Zenzaum vorbeugeno gegeben werden. L.m c.-e Neuans.ealung zru ^herender tnars'or m:erter Ze ;l e^ 
bzw. die Entstehung von Metastasen zu verhirdern. Eine Veraoreiohung t-anr auch. zusammen mit anderen 
ubhchen Arzemnitteln zur Tumorbehandlung wie Cytostatika Oder ahnlichen und begleitenaen therapeuti- 
scher MaRnahmen, Be'rahlungen usw. edolgen 
6 Fjr aiacjr ostische Zweeke kc-nnen diese Antikcrper an 'adioaktive jeer n:cht-ra(iic aktive Marker 

gekoppeit weraen una in vivo und in vitro aer Sucho und Markierung von fumorzellen aienen. Die hone 
Sek'Ktivitat ..md Bindv-ngsaff nit^ta* der Antik : -oor erl3L.bt auf emfache Weise die Anza^; transrorrrierte-r 
Zc ] \-: • B C'e-e Pa; •' , m -mem m /it: o-Tost< ys:em guart-ta: v jrd aualitat ■.■ zu be stin rr cm. 

Dank aer Erne fi n=:i !:chu oif ernes sclimen Tests mt dem m e-mer Probe bere-ts Aenge tra-sfzrmierte Zellen 
ra:r.i ,e A.est r 'A-on>.;fi - .! nmen n ^ ] n Pa', extern -n.*' z.er.g B.ut entnommem. Aeraem ..." " z-u: cz" a e 
sterna. ge Ve i f jgt; ar keit ler Antikcrper kann dor Test re ge .maBig J I: er em en iangeren Zeitraum zur 
Diagnose durchgcfLdid Aurdem 

E; -tt em wese-nt nines Kennzeicmen de- Erfmdurg da. 3 die nac" diesem Verfahren qe'Aenrenen 
Frouukte. Aie z B d>e K.j tur aer t-arsf ar mierts. n Zeiief. .lie H\ ondomaku Ilk unc a.. Antikirper. nacn-pez- 
r sch fjr dec oe^eHemaen Ogam^nnus iind. Dies be-oeute' t jr am Antikz" r pe-* da.-' sie si~h '• sbes oncer e 
hms.cbtl ch it v or n icntamigemt-'k em nen r Be-'Oiehe v m socmen aus emem andean Organ sm.us. z.B aus 
emem. andcem Pat entem mit cmr r elbe-r. TumO'or rranUun :;. mehf Oder Aamger star!- -n it' ret St'UKtur 
untc- rs :heidt r A.-idere-'sc its si re aie AntiKC'rper f .ir cas jewuilioe Individual m praktisch endoger und Aorde-n 
>/f)— immun s y item me as "frenr d " erkannt. Das er tifeiungs :;em.a:3ej Ver ^anren er 'mcgnct'it .r>ner na-b e^n^fi. 
reia'iv kurzen Ze- tratms urd t- it vert- e-tbarer^ Ai.fwan.i. f-.;r emen be-s* rrreen Patiente-*" . z.B e:i.i e •* d e- 
Ve :-v.-;nd'.jng der meir. :C=..urr spe..-: Ant^ : roer. em spezel! fu*- iM zuge'Scnmtteries Arzrieimire ede^r 

D-agr^i >st klw ne^ zi.i*e- I-: n. >^a: :.-i:n ne:l: en so>^e: sc-e^z i- E;one n Wirksar^ker aucn duicn •:■ nc \v.)\'\o Ver*:3ej- 
ie nue r ausze ie nnet 

De:; ce :%z".it». t ie"::i:"n ar^de-e- soits r. cnt da ,3 ere- Ver.vOMCung vc: n Art^zteem. e:ie a,.s uno f,.r e-sn 

z-i i:e s'lrrr' tes I r ■ :i i v idu'..m er ge f tel It A'Lncen. f .'. ■ andeK Indivi'^uen. mst:-e:one1ere sc-lchen ar.s de;r git-'ene:n 
Sj: e.z--: >: cri'\: I 1 at.i :je:cn os n A'.jre Es ;1 nekar"'''. da '3 humane A-'t-k r per ::-ei der An wen ji.m 5 am 
MonfL hen \ e:: :r aejii-: re * : ma als l ." I" imare n e '"'or tie'ns : ne Arr kz'rper Wer n aie Antik-:: • per z-jr v :r 
D agnose- em-:;e s-'-tzt p'e-'t die- Ve-'i aq c: ^keit so-viese' kerne Reiie. Man Ain^ dahe ? 'ei ei^er^ Patier^e^. be- 
oem der Ve r-":ach' a-.jf • -he hestimmte Tume-rerkrank ur">g eesteht ode?r eire sontie oereil- e:iagn i?ti..:ie -t 
*. ' i > • z.mae^st ve' : u : f'-sweise ee reit- aus euem andere^ Pa'iente*' ijOA-cnne-ne Arn*<:'-per eir-se^zen. 
S:;r:_ner :! •: -n gew ...*iich,te-r V/e 1 se- an u* : : voe;:-'" *;ie- q^z. ver-.tager^ .it es nmht me r^r ne tA ; erd g * j* 
cif;s Patie^'e-n eco-Mais. aio e-oe r"i bo : :cnriet. en o ge-ne Aniikc-xo' he rz je;te len 

K:mimt e-s *r : tzc:e nr. zu Unv-'jr* i-giicd^koiis.' ■ aktiore*'- ..nc '^ennt man die Ar t des P-'imjeumor And es in 
vieiem Faller': KnOq<.:n mit Y ultu^en trar' s tonri - : r*er Z(-;-ilr-n uiin se-ibein Kieb^typas; Oie be-rei'5 aus an u •! e n 

;e Indi ;ieuen r^a vn ,lem e^t ndLme;sgemaee:r^ Ver'ah-en ts.;iort und vetmonrt al. rcen. k :; rpet e-ig«. r e- B-L/*nphj- 
zyte n nes Pat^ -rven e-.. - t,ni zi- re-r\ 

Die- hierai.s herge- = te-llten An'kirrpe-r sir^n, da :v eier e; gen", hooh veitragien. Erit Aern s 1 - 3 kome: 
ans f '' r -'Ohe-nde So-zzif^at -w naividue len k-et:s ;ie^ Pvat e » % :en zeigein <c \ ten. ■ st es n;*::g das -:c mp. ette 
Ise) :e r-jngs-. Kijitiviern.mqs- und I- rvn i.mi s.: e r unq-c jc ratvem ^em ai3 vjr ieg»ar eler ErfmcJ ;ng durctvuf jhre n 

■-0 Die vorhe-gende- Ed.nd..ni^ stellt .fomit em abgestuf^e'-f urd mdividuell anpa3Pares Verfahren zm 

Her 5 r ellunq e?mes M de c zur V> r )<jjr<; . daf zu r Dta-:mose' und <)ae-r T^e'iacie emer best mm ten h rr bser- 
kran^-.jng bei eir>.-r Vieizahl von looividue n emi-'-r 1 -t stim rrten S juger soe^zieiS eaigesetzt werden kam. 

in e^ner b-evC'Cz jgten Ausf ..h *'L.n- jsfor rn dee edmee I'gsgemaBe Ver'a^rens we-rden verse nie-cene- Hybn- 
ce-rnaze Imie n v-n .^nem Oder mehrereo P,-itte nten rmt dor^-selbe-ri Tjm y etannert and naoh ^olchen 

45 mi.^ric k iijnalen A''it korpe.-n seiektiei t. >jie spez fi sche an.tigene Dete rn-.^antem auf r.en k.iet:sze:leri jrde -- 
scne-ie:en Ai.jf Oie-se We^-e idfU sieh auch festste ion, eo au ; wansfcrmierem Zellen. weiche aus ve f 's ::riedo- 
ne-n Pat;entem m\{ der jle-ichen TumorerkranKung istjliert wu'den. ide^ntisone Determmanten vorkeimmerr 
Diest.- A-Uik;rper K:nnen oann zur Diagnose und e-ven^e - ! aueh zur Theraoie bei anderen Patienten 
vc-rwencet werd-n ohr'-e- dar ne- mnen zuerst e ne- Immumsrerung mit « ::"rpereige nen R-Lympnc zvten 
d .roh('.)efijhr t ,vef'.1en th.::. 

Die An:r* jrpor k '' r<- er in maoifzierter ur>1 nichtrroc:ifizmrter Fnrm each jfc inhen MethC'der. vmo Dben 
beschrieben n p-harmazeutisc he Zosammens^ tz ingen fe;rmu : ert weird.: ei 

Die- emfaehe sohne.ie und kostongijn stige Durchfuhrbarkeii des Verfah-ems odaubt se-nen Emsatz aueh 
be i aer Kret s /or so ^e Oder Fruherkt-nnung. ohne daf: e-in Tumijr h-croit:- : a y s' z^zr t wurce. Ursom-^hr 1 st 

55 es aueh geeignet. bei krebsverdacht im Rout ne oetneb auf das Vorhancensem von transformie-rten Zellen 
hm zu ante r i.uchen cde-r bei Vorhandenseir -.unes r :■ nt ^e rologisch crkennbaren soiiden (Drgantumors 
festzustellen. ob der Tumor bzreits maligne Zellen in le-n Kreisiauf gestreut hat Oder neht Fencer l-ann bei 
zweifelhaftem Befund (maligna oder nicht-rnahgne Zellen) auf das Vor handense-m penpher zu kulier e rider 
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transformierter ZeNen hin untersucht werden. Fur diesen Zweck werden die Antikorper bzw. ihre hierfur 
speziell geeigneten Derivate in einem Diagnose-Kit, vorzugsweise fur einen ELISA, bereitgestellt. 

Das vorstehende Verfahten ist nicht nur im humanmedizinischen Bereich am Menschen, sondern auch 
an Saugern allgemein in der Tiermedizin und tn verwandten wissenschaftlichen Disziplinen anwendbar. Die 
5 beisptelhafte Bezugnahme auf einen menschlichen Patienten a!s Vertreter fur einen lebendes Individuum in 
der Beschreibung soil daher nicht beschrankend ausgelegt werden 

Mit dem erfindungsgemaGen Verfahren ist es rnoglich, auf ungefahrliche Weise ohne Zusatz von 
Chemikaiien Oder sonstigen Hilfsmitteln aus einem lebenden Organismus von Mensch und Tier transfor- 
mierte Zeilen fui diagnostische und therapeutische Zwecke zu gewinnen. Das Verfahren erlaubt die 
w Entnahme einer groBen Zahl im Kreislauf zirkulierender Tumorzelien. Damit wird die Tumorlast, die 
ublicherweise zur Metastasierung beitragt. reduziert. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet msbesondere die foigenden Vorteile: 

• Die Gewmnung der transformierten Zeilen ist fur den Organismus auBorst schonend durchfuhrbar, d.h. 
es kommt zu keiner vermehrten Freisetzung solcher Zeilen in den Blutstrorn. 

75 ♦ Das isolierungsverfahren erlaubt, die Anzahl der peripheren ti ansformierten Zeilen im Blutstrorn sehr 
stark abzusenken und verringert somit das Risiko einer Metastasenbildung. z.B. nach operativer 
Entfernung des Primartumors. 

• Die optirnale Abstimmung der einzelnen Verfaht ensschritte ermoglieht die Erzeugung polyklonaler 
oder monoklonaler Antikorper in relativ kurzer Zeit und unter niedrigen Kosten. 

20 • Die gewonnenen Antikdrper sind mdividuumspezifisch, d.h sie stellen fur den betreffenden Organis- 
mus keine Fremdkorper dai. Es kommt weder zu Unvei traglichkeitsreaktion, noch werden die 
Antikorper irn Gegensatz zu anderen Fremdproteinen ubermaGig rasch abgebaut, wodurch ihre 
Effizienz wesentlich erh:>ht wird. 

• Die Antik-: rper sind tumorspezifisch. d.h. sie erkennen mit hoher Seiektivitat die spezifischen Antigene 
2t> des speziellen Tumors aus dem betreffenden Individuum die Antigenerkennung transformierter Zeilen 

aus anderen Individuen ist jedoch nicht ausgeschiossen. 

• Die an -die Antikorper gokjppelten phamazeutischen Wirkstcrfe entfalten ihre Aktivitat nicht unspezi- 
fisch Lber den Organismus verteilt, sondern im wesentHchen nur am gewunschten Wirkort (cei 1 - 
targeting); unerwunschte Nebenwirkungen werden somit weitgehend vermieden 

30 • Das aus den Antikorpern hergestellte Arzneimittel kann nicht nur gegen im Blutstrorn zirkulier ende 
transformier te Zeilen. sondern auch zur Bekampfung des Primartumors und eventuell beretts gebilde- 
ter Metastasen eingesetzt werden. 

• Das aus den Antikorpem hergestellte Arzneimittel wird aus k :>rpereigenen Resourcen gewonnen. das 
Ri«iko von Fremdinfektionen, z.B. durch Hepatitis oder AIDS, ist ausgeschlossen 

35 • Die Gewmnung der fur den mdividuellen Patienten tumorspezifischen Antikcrper gelingt mit einem 
vertretbarcn Aufwand, so daB diese nicht nur zur Hersteiiung parientenspezifischer Arzneimittel. 
sondern auch fur Fr -jherkonnung, Diagnostik oder Nachbehandlung nach operativen Eingriffen einsetz- 
bar ?ind. 

• Die Verwendung der aus einem individueiien Organismus gewijnnenen Antikorper fur andere Organis- 
40 men ais den "Erzeugerorganismus" ist rnoglich. 

Die 'olgenden Beispiele dienen der Illustration des erfinciungsgemaBen Verfahrens 

Material und Method on 

4f> 1 . Bene tigte Gerate 
1.1. Zel'kirtur: 

sterile Werkbank, C02-lnkubator. Warmeschrank. Warmeplatte, Fluoreszenzmikroskop, Phasenkon- 
trastmikroskop, Zentnfuge fur variable Rotorer, Kuhlschra'nke (4,-20,-80 J C), flussiger Stickstoff, 
Autoklav 
50 1.2. ELISA 

Microplattonphotometer, Pipette, 8-Kanal 

1.3. Reimgung jer monoklonaien Antikorper: 
FPLC, HPLC 

1.4. Biochernische Analyse: 

55 lEF-Gerat. Midget System, Elektroblot. 2dim. Gelelektrochorese. Transformator 

1.5. Apherese-Vorrichtung: 

Haemonetics V50-1 (Latham-Bowl), Fassungsvermogen 120 ml. mit Bypass. Haemonetics Inc., USA. 
2. Reagenzie n 
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2.1 Ge .ve ::<> tun 

Medium RPMI 1640. tctalos Kaiborsorum. L-Giutamm Na-Pyruvat. Phosphatpuffer I : sung (PBS). pH 

7.0. 20mM. HAT-Medium 

2 2 Mcncklonale Ano^crper: 

Ap:-CD 8. Anti-CD 25 A-^ti-IL-2 Anti-IFN gamma (aile erha ttnch von Fa. Serva) Rek* ombmantes IL-2 
IL-4, IL-5. IL-6. IFN gamma (aile erhaitiich von Fa. Serva) Macrophagen-lnhibierendes-Peptid (Thr-Lys- 

Pr ; Turtsm-Fragmem i-3>. (emlitlicn vcn Fa. Sigma) 

50 = = Polyethyie'-giycoi 1500 ir HEPES-Puffer. 75m M. i50°o Gew Vom. 
3. ianrer 

3.1. : : c I ie r 'L. ng ufO Ve f mehrung von K.rebszeNen ma Hnfe der Apherese: 

U''-tei Verwendurg ciner mit emem Bypass veisehenen Haemonenes V50-Zentnruge- wurcen be> zwei 
^u^nten mit onter schiedhchcn Tumo- tyoon < Prostatakarzinom. Melanomi nach dem vorsteheno 
i »-sc :;r ebenen Verfahren erne Zeilf?aktien a.'S jewens 120 ml Blut gewonnen 

Bo den Patieotcn ,va r .1ur:*i -/crhenge Operation das m stcegiscne Stadium bekannt. 

2.4- 1 <V we- 3e Blutze-ler aus dor Ze .f r akttcn wi.r 1en m om Rchrenen mit Zeilkultur medium 
■ RPMI 1640) aieger ommen urd w:e fo gt ..rv.ersucht. Die ZeHen warden aber Nad ■ unter Standard- 
[■ o ;i •■gungen -3" = C. 5 ? o CO 05°o Ldt'oacntigkeit) -.uL-'iert Ais Medium wurde RPMI 1640 mit 
iO : <: 'cta^m Ka ooisto'um unP r Z,.saoz vOi E- un.1 T-c d£ ;■ ezif s :nen ArtiKbrpem ■■ P D 8- CD 25-. IL- 
2- d IFN g ar? : m a- si: ezifischc Artik : r per » -..nd Zugar.e von Mac'-ophagon-lnnidO' cojem-Pe ctid r 
1 1 : '• do- h or uor :*aL onen v-:-r A-erdot: 



A- 


ti- 


IFN: Meuiem 




1 C)0 


j.g 500ml 


A' 


ti- 


CD 25: Medium 




1 00 


uq 500ml 


Ar 


ti- 


C D 8: M- 0'-..m 




1 


mg 500mi 


M 




vpnag.-l-ih c .-Popn 


i MIP.: Mud.: 


50 


mg 500m; 



Dor Ansatz wi.o^e aut Mic rctiterc latton 
. u d- T ug nac ,% In ckuiati :)n A.jrden Z- 
Z .. : c: ' j ■ gotedfuo. W':':^. r .: der ,vsu; v 0 ; 
Krec rzeHc n vaton nacn Tei ur 3 a is Mo* 
- !• m :: ar . 

27 i.j r- K jntm Mo wur 



! je 20C 1 000 ZeMen m 1 0O ul ere- Weil vo-teMt. Ar 
Zel.cn :tii- jo 1 OO j, i Medium '. : hue An> c r per - jna MIP- 
K.iitufjeit aij-' 



stancig mit 5 c 'o CO be 3 ■■ ~C Logast. Die 
or Tage-n im Pr asonkor^t- astmi^ - oskc p go' 



lor seme Ans,it_* ir^ Medium- ot-o 



I'd ir: ^iirenoem-F'ep:.!-:! ?.osp att-O't wobei d:€' 
- r 0) s ^ O'p a-s K iju: eikonnba' waren. E n 
Ma-:; rip'hagon-inb-t: iGf-i-^dem-Peptid 'au'i>? 

: l-J-jrie wur j.; fi vo* ni{ I r 



Zusato vofi A'^ti^erp.ern -jnd Mao^ochagen- 
K'C'bsoeller rut rd nach orei Woe hen im Phasenkontrastm - 
h.lcn des Ansstoes not oo(_jt;:gebenen Antike-pern une 
e-ntrommei- tind ^ermehrr. bis eine Zeilzahl von 10" 
.rd t ingo 1 - :o: n 



:-ro or w ar Wo 
.i 2 I: n munis eiu**g: 

Die /;eii3€ n Bh .t_e ion rruil'.en dazu veranlant werden. Anti k r r per gegen krebszellspe-zifische Antigen-: 



Hic;rz .. .v._j^den boi c ir*em dor Photo oh^ f --°-"- 
t-'ien ve*'9irigt unl 4 Tage -r kjO mi homa ri 
CO; -nfutiert. Duron Zugabe von IL-2 

'elleri stinnji ert. Die K _ nz- 



/k'or 



10- wo f-:o Blutzr ! len jftnemmen 
•^er^annisierterTi Plas'ria m Rollerkultur 
IL-5 IL-6 und IFN gamma wurce die 
a'.-'.'^e-ri betrugen je^eils 1 C)(J ug pr j 



.mi ■= ezorn erer 
•r: * i (;)-• Kreto: 
oo. 37 S C 5- 

-Vug zj arti- :odoi bi aender 
i 00 mi irr muiosierungsansatz. 
.5 3. Zeilfusion 

Die B-Lympho.jyten wjrden mit Hi ife- ernes FACS von c«. n o> 
der Fusion wur den dio men sch lie hen My e-o maze Hen ■ij; i f]ni 

d- r oojanto'^'SOhen Waor stums phase geha'ten. Die M , ■ 
L.^mohoz/*en geemt€' ; jnd dro^rr-a\ r. PBS ':jewasehr;" t 
•v: b'-i jew-: Ms 5» '0 Mvehjmazei:-; -n mit 5- iQ ; B-Lyno • . , 
o?no mit jeweils 1 ml 50°c Polvethy ! engl ■: I m HEPES ■ . 

KLeraut fo gte die langsame Zugabe vcn 1 0ml RPMI i 
1640 gewascl'en. 2 Mirutun be. i 20O»g oei RT zentrdi. j •■ 
men and zu jeweils 0.1 ml ore- Well in !36-We!l-MicrotP:-r : 
numane Macrophagen in emer Anzahl von 1 0 * pro Weil omgcs-ozt 
3.4. Screen i ng: 

Der Hajlturuberstand der Hybridomazellen wurde mit e-inem ELISA auf Antikcrper getestet. Hierfd 



en abgetrennt Eimge Tage vor 
'elldichte vcn ] • 1 < ) Zel ! en ml 
-vjrden gleiol'-zeit g mit oen B- 
■ Fv oonsan satze \ orbe reitet. 
T, -.n zentrifi-g^ert und anschhe- 
' i 

F jiionsansatz wurde in RPMI 
c HAT- Medium aufgonom- 
:sat. Als Feederzellen wurden 
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wurde ein Zeii-ELISA etabliert. Krebszellen wurden mit geeigneten Methoden an die Plastikoberflache 
der Microtiterplatten beschichtet, eventuell daran bindende Antikorper liber einen zweiten Antikorper 
detektiert. 
ELISA: 

5 lm ersten Screening nach der Fusion wurde nach Klonen gesucht, die Immunglobulin sezermeren 

1. Inkubation von Kulturuberstand in Microtiterplatten zu je 100 ul pro Well Liber Nacht bei 4°C 

2. Dreimal waschen rmt PBS 

3. Absattigen mit Albumin oder Blotto, 2h, 37 0 C 

4. Dreimal waschen mit PBS 

w 5. Inkubation mit spezifisehen Antikorpern gegen humanes Immunglobulin. 2h bei 37 s C 

6. Inkubation mit einem enzymkonjugierten zweiten Antikorper (Peroxidase Oder alkalische 
Phosphatase) ih bei 37 3 C 

7. Entwickein durch Zugabe von Substrat und Messung inn Ablesegerat 

Die positiven Klone wetden nun auf krebszellspezifische Antikorper getestet. Hierzu wurde em Zell- 
/5 ELISA etabliert 

1. Herstellung einer Poly-L-Lysinl osung von img ml m dest. Wasser 

2. Inkubation der Microtiterplatten mit Poly-L-Lysin fur 15 Minuten 

3. Waschen mit Wasser. Lagerung bei RT nach Trocknung 

4. Zweimal waschen der Zellen in Suspension in PBS Zentnfugation bei 400 *g 

20 5. Resuspendieren des Zellpellets in PBS zu 10- Zellen pro ml. Eirfullen in die Microtiterplatten 

Inkubation 10 mm bei RT 
Fiv.ierung 

Jeweils 200 ui ernes A-:eton Methanolgemisches (50 SO Vol.°o) wurden in d;e Wells der Microtiter- 
platten eingofuilt und 2 mm bei RT mkubiert. AnschlieGend wurde einmal mit PBS gowaschen. 
25 Die weiteren Schri rto wurden wie bemn ersten Screening ausgefuhrt. 

3.5 Boe hemische Analyse: 

Monoklof '.alt? Antik : rpei wurden d>rekt aus dem Kul'urCberstand analysiert. Die- Subklassen det 
letehten und der schweron Kette wurden mit Hilfe eines Subklassontestkits im ELISA bestimmt. Mit 
Hiite der isoelektnschen Fokussierung konnte die Mono* lona itat der Antikorper s-chergestellt werder: 
30 (Hoffmann et ai .. Human Genetics. Springer Verlag, 1990, 84. 137-146) 

3.6.. Epitcpscreening 

Es wurden Krebszellen kuitiviert, 10' Zel ! en wurden ermommen Oreimal mit PBS ge waschen und m 
zwei Fraktionen aufgeteilt. Eine Fraktion wurde; homogenisiert und in der natives Gelelektrophorese 
<pH 8.8. 9°o Ai: rylamid im Trenngei und 3°o Acrylamid im Sammelgel) analysiert, die andere wurde' 

35 denatunert (Hamstoif, SDS) und mit der eindimensionaien und zweicimensionale-n Gelelektrophorese 

(Wa^dinger et ai.. Electrophoresis. 1986) aufgetrennt. Nach anschlie(3endem Westernbiot wurde m>t 
dem Kulturuberstand detektiert. Die- erkannte Bande bzw. der erkannte Soot wurde e>trahiert und 
ansequerziert und so das tumorspezifische Antigen identifiziert. A!s Kontrclle wurden Prooen anderer 
Gf-webe und weiGe Blutzellen verwendot (E. Harlowe. 0. Lane; Antibodies. A Laboratory Manual Cola 

40 Spring Harbor Laboratory, 1988; D, Baron, U.Hartlaub, Humane monoklonale Antikorper, Gustav 

Fische-r Verlag Stuttgart, New York 1987). 
4. Ergebnisse 

In be-den Failen (Prostatakarzinom, Meianom) waren bereits nach vier Tagen in ca. 30 °o der Wells der 
Zeflkulturpiatten Klone translormierter Zellen im Phasenkontrast sichtbar. 
45 Als Kontrollo diente die ZeUfraktion eines Patienten mit einer nicht-malignen Erkrankung (autoimmune' 
Regulationsst:>rung der Lymphozyten », bei dem die woiGen Blutkc rperchen aus anderen Grunden 
auBerhalb des Korpers behandelt werden muGten. In diesem Falle wurden kemorlei Zellteilungen 
festgesteilt. 

In anaioger We-ise wurden die folgenden transformiert* -n Zellmien isoliert und hieraus Hybridomakul- 
50 turen hergos tollt. die entsprochende Antikorper sezernierten: 

• Marrimakarzinom 

• B-Ze!l-Lymphom 

• Brone hialkarzinom 

• Nierem-Adenokarzinom 

55 5. Hinterlegung der Krebszell- und Hybr idomazellinien 

Es wurden die fo'gendcn Kulturen transformierter Zellen (Krebszellinien) und hieraus die entsprechenden 
Hybridomazellinien hergestellt: 
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T u m o r 


kr ebszeilmie 
( Ldoor coae ) 


DSM- Hirter :e rjungsn r 


HybndcmazeNine 
(Laborcode) 


DSM-Hmter egu ngsm 


Msmr^nsksr^ino m 


h\a/m ^ 

U Vv I VI O 




ocv3 




B-Zeil-L'j mph cm 


HAB 1 




2D9 




Br cor ha karzmom 


SB 1 




5F6 




Nie* en-Adenekar zmom 


HNA 3 




9G2 




P* l staiat* ai zmom 


SB 2 




369 P 




Me ancm 


LWM 1 




4E6 




* zum AnmoldezeitpucKt nech mcht bekanrt 



Die Hybr ocmazeHir en war en stabil una sezet merto** 1 5-7^g Ar^t k : r per pro 10' Zo'nen m 24 Stimden 
(C-o Lrt£*ratur g;bt fur r—^are Hy or. dome o -en Du' : ns cnmttswor t v;n 1 - 1 Ou j An!jk:d;:er or ;> 10' Zo ion 
m 24 S'unclen ar^ ) . 

Die Krebszollmien urd die Hybr idemazeilinien v\urden gem a. 3 Budapester Vcrdag am 17 August 
1093 cei der D--u:s:r ;'• Samrmung f'Jr Micrec rganismon. DSM Mascherooer -Weg 1o. 38 124 Braun- 
schweig. Buncesrepuo De utschand. hi me" eg*. 

Patentan sprue he 

1. 7c r *'ar" roc z^.r IS0hen.mg und Ko^vioi ung ven :m E'dZStrcm emus hdviOuums z: r <u nor on don transfer- 
O'ten Zoller dadur :h gekermzeichnet. da. 3 man lorn Bht nut ocer zur Ai.ftrennung in oso Biutbe- 
: landtoi o goo gneter Apherese-Vomchtung emo mi! uen transfer rmerten / • < m angereicnorto Zeilfrak- 
t cm cie ggf noch Lou«oz /ten urd Oder Lymphozyten onthalt ontnimmt und die transfer mior ton ZoUon 
\ 0! men 1 1 



2. V'cdahro" nach Ansp- ach 1 . cadur eh go ken rzeicb'-'o:. la. 3 man ken: ruer'icn enem In rir. iduum V : : b „.t 
ortmrmmt. dieses untor Gewinnung der' mit den tr ansfor mierton Zollen angereicherten Ze'lfr aktmn durch 
t'-r e Aphor oso-Vernc^t ung !eitet. and die abngen Blutbestandtede dem Indivoluum wiedcr zu m c kg ibt. 

3. '/or *ar* '■ on "ac ° Ansj: • . .•; n 1 . a a due n ^okon nzoichnot. ca.3 man :u Vcr men ung Ho* trans: : r mio-t^-n 
Zollen cas Wachstum i .. m;j .lie Funktien dor Lymphozyton und Oder Loukozy tore die ggf. r dor nut 
don transfer mierten ZoHen angereichcrtcn Fraction enthaiten smd. mhibiert. 

4. Vecahen naen Anspmch 3. dadurcn gukocneeicmot. da.? man) zur Inhioiorung Mac r ophago"dc h ■ c 1 1 
rendes-Poptid. B-lym phozytonspezifische und ?der T-zeilenspezifiscne Antik: rpor zugiht 

5. Vcrfahrcn naei Ansp-uch 3 dadurch gekennzeichnet. da 3 man die Leukezyten una Oder Lymphczytcn 
au? der mit '.Ion transfc rmieden Zeilen angereicherten Frakt.ien durch em Zei'scrting-Verfahren abtmmd 

6. ^/or fahr e-n nacn emem dor Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. man trans for mierte Zeilen. 
ausgewahlt aus Mammakarzinom. B-ZeH-Lymphom , Nieren-Adenokarzinom . Bronchiaikarzinom. Prosta- 
ta^arzini?r^ und Me lan cm i= chert und ku^tviert. 



7. IncJivioui-jmspezifiscne Zellime trar^sfcrm-orter Zeilen. c-rhalt^cn- eumh em Ver f ahren nach cmem coei 
r n p; h rere-n der An s pro c he 1 ois 5. 

8. Indrviduumspezifische Zelhr^ie transform ierter Zed en ■:joma;3 Ar^SfOo'.- ^ ausgowahit ai;S 
Mammakarzinom (DWM 3: DSM-Hmterlegungsnr d. 

Ef-Zell-Lymphom (HAB 1: DSM-Hinterlegungsnr.*). 
Bronchiaikarzinom (SB 1: DSM-Hinterlegungsnr.*), 
tJieren-Adenokarzironn ( HTJ A 3: DSM-Hmterlegungsnr d 



jm Anrmeidezeitpunkt roch mcht Denannt 
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Prostatakarzinom (SB 2: DSM-Hinterlegungsnr.*) und 
Melanom (LWM; DSM-Hinterlegungsnr.*). 

9. Verfahren zur Herstellung individuumspezifischer, gegen Tumorantigene gerichteter Antikorper, dadurch 
gekennzeichnet, daft man B-Lymphozyten mit den durch em Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 6 isolierten transformierten Zelien zur Produktion von Antikorpern, die gegen Tumorantigene auf 
den transformierten Zelien gerichtet sind, stimuliert, 

die stimulierten B-Lymphozyten immortalisiert, vermehrt und selektiert. 

und die Antikorper aus der immortalisierten B-Lymphozytenkultur isoliert und reinigt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da3 man die B-Lymphozyten aus demselben 
individuum. aus dem auch die transformierten Zelien isoliert wurden, gewinnt. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Immortalisierung die stimulierten B- 
Lymphozyten mit einer speziesspezifisc hen Myelomakultur unter Erhait einer di€' Antikorper produzie- 
renden Hybridomazellinie fusioniert und selektiert. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB man erne individuumspezifische Hybndo- 
mazelhnie, ausgewahit aus Mammakarzinomhabndom, B-Zell-Lymphomhybridom. Nieren-Adenokarzi- 
nomhybridom, Bronchialkarzinomhybridom, Prostatakarzinomhybndom und Melanomhybridom, her- 
steilt. 

13. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB man die stimulierten B-Lymphozyten durch 
Transformation mit Epstein-Barr-Viren immortalisiert. 

14. Individuumspezifische Hybridomazellinie. erhalt'ich du'ch em Verfahren nach einem der Anspruche 11 
odor 12 

15. Hyoridomazeihnie, ausgewahit aus 
Mammakarzinomhybridorn (2G3; DSM-Hinter legungsnr *). 
B-Zell-Lymphomhybridorn (2D9; DSM-Hinterlegungsnr '), 
Bronchialkarzinomhybridom <5F6; DSM-Hinterlegungsnr.*). 

Nic ^en-Ade nokarzmomhybriclom (9G2: DSM-Hinterlegungsnr."). 
Prcstatakatzinomhybr dom (369 P; DSM-Hinterlegungsnr.") und 
Melanomhybridom (4E6; DSM-Hinterlegungsnr.*). 

16. individuumspezifisc her, gegen Tumorantigere gerichteter poiyklonaler oder monoklonaler Antikorper. 
erhaltlich curch em Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13 

17. Modifizierter Antik: rper nach Anspruch 16. der noch zur Bmdung an das tumors pezifische Antigen in 
de- Lage ist. 

18. Modifizierter Antikorper nach Anspruch 17, an den em Immunotoxin und oder em Nachwetsmarker 
gekoppe : t wurde. 

19. Arzneimittei, das omen oder mehrere Antikorper gemaB Anspruch 16 und oder einen oder mehrere 
modifizierto Antikorper gemaB Anspruch 17 oder 18, ggf. einen pharmazeutisch annehmbaren Trager 
und woitere Hrfsstoffc enthalt. 

20. Arzneimittei gema.3 Anspruch 19 zur Behandlung von Krebs. 

21. Diagnostikum, das einen oder mehrere Antikorper gemaB Anspruch 16 und oder einen oder mehrere 
modifizierto Antikorper gemaB Anspruch 17 oder 18 enthalt 

22. Verwendung von einem oder mehreren Antikorpern gemaB Anspruch 16 und oder einem oder mehre- 
ren modifizierten Antikorpern gem a 3 Anspruch 17 oder 18 zur Herstellung eines Arzneimittels fur die 
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nem tebenden Individuum transformierte Zellen und 
ge^gen tumorspezifische Antigene auf diesen trans- 
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